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RESUMO 
A desnutrição crônica é capaz de induzir prejuízos muitas vezes 
irreversíveis no desenvolvimento, sendo responsável por altos índices de 
mortalidade. A desnutrição proteica fetal resulta em déficit de crescimento 
intrauterino, podendo ocorrer modificações epigenéticas e na programação 
da função mitocondrial em vários órgãos da prole. Por ocorrer enquanto “in 
utero”, estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um 
aumento da susceptibilidade a doenças crônicas não transmissíveis na vida 
adulta, tais como diabetes, insuficiência cardíaca e neurodegeneração. 
Nosso objetivo nesse estudo foi determinar o efeito da dieta hipoproteica 
em filhotes de rato submetidos à intervenção nutricional nos períodos fetal e 
lactacional, sobre parâmetros mitocondriais no encéfalo. Ratas Wistar 
prenhas foram divididas em grupo controle (C), com livre acesso à ração 
normal com 23% de proteína; e o grupo restrição proteica (RPM), com livre 
acesso à dieta com 8% de proteína, ambas isocalóricas. Foram mantidas 
nessas dietas durante toda a gestação (21 dias) e lactação (21 dias). Após 
o nascimento, no dia pós-natal 0 (PN0), um grupo de filhotes foi 
eutanasiado, enquanto outro grupo de animais seguiu sob restrição dietética 
materna até o desmame (PN21). As amostras de cerebelo e córtex cerebral 
total foram utilizadas nas seguintes análises bioquímicas: atividade 
enzimática da succinato-desidrogenase (SDH), dos complexos II (succinato-
2,6-dicloroindofenol (DCIP)-oxidorredutase) e IV da cadeia respiratória, 
níveis de superóxido mitocondrial e medida de massa mitocondrial e 
potencial de membrana, por meio de citometria de fluxo. O projeto foi 
aprovado pela CEUA/UFRGS sob o Nº 25855. A desnutrição proteica 
ocasionou menor ganho de peso das ratas durante a gestação. Embora a 
dieta hipoproteica não tenha influenciado no número de filhotes por 
ninhada, os filhotes submetidos a uma desnutrição in utero, tiveram menor 
peso ao nascer. A dieta materna também resultou em alterações nas 
atividades das enzimas da cadeia respiratória no cérebro da prole. No 
cerebelo, obtivemos uma diminuição da atividade da SDH e do complexo 
IV, tanto em filhotes de 0 dias, como após lactação, assim como uma 
diminuição dos níveis de superóxido mitocondrial, avaliado por citometria de 
fluxo. Já no córtex total, tivemos alteração apenas em ratos de 21 dias, 
ocorrendo um aumento da atividade das enzimas da cadeia respiratória. Em 
conclusão, a desnutrição proteica nos períodos de gestação e lactação é 
capaz de induzir efeitos deletérios em estruturas cerebrais, podendo ser 
permanentes. Dessa forma, o desenvolvimento do encéfalo no período 
intrauterino é suscetível às modificações ambientais, tais como a dieta 
materna, induzindo uma programação metabólica que pode influenciar o 
risco de desenvolvimento de doenças na vida adulta. 
 
Palavras-chave: desnutrição proteica materna, cadeia respiratória, 
biogênese mitocondrial, programação metabólica.  
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ABSTRACT 
 Chronic malnutrition is a major health problem, inducing irreversible 
impairment to development, being responsible for high mortality rates. The 
fetal protein malnutrition results in a deficit of intrauterine growth, which 
establishes a permanent response in the fetus and might increase the 
incidence of chronic diseases. Considering that a metabolic programming 
occurs “in utero”, we believe that epigenetic modifications can occur, 
resulting in alterations in mitochondrial function in various organs of the 
offspring. Our main objective was to determine the effect of low protein diet 
in rat pups submitted to nutritional intervention in the fetal period and 
lactation, on brain mitochondrial parameters. Pregnant Wistar rats were 
divided into control group (C), with free access to standard diet with 23% 
protein; and the protein restriction group (RPM), with free access to diet with 
8% protein, both isocaloric. Animals were maintained on these diets 
throughout pregnancy (21 days) and during the lactation period (21 days). 
After birth, on postnatal day 0 (PN0), a group of puppies was euthanized, 
while another group of animals followed in maternal dietary restriction up to 
weaning (PN21). Cerebellum and total cerebral cortex were used to the 
following biochemical analyzes: enzymatic activity of succinate 
dehydrogenase (SDH), respiratory chain complexes II (succinate-2,6-
dichloroindophenol (DCIP)-oxidorredutase) and IV, mitochondrial superoxide 
levels, mitochondrial mass and membrane potential, measured by flow 
cytometry. The project was approved by a local ethics commission under the 
Nº 25855. Our results showed that protein malnutrition reduced the dam 
weight gain during pregnancy. Although low protein diet did not influence the 
number of pups per litter, the puppies undergo malnutrition in utero had 
lower weight at birth. Maternal restricted diet also resulted in changes in the 
activities of the respiratory chain enzymes in the brain of the offspring. In the 
cerebellum, we found a decrease in the SDH and complex IV activities both 
on PN0 and PN21 rats, as well as decreased levels of mitochondrial 
superoxide assessed by flow cytometry. Conversely, in the total cerebral 
cortex, we observed increased activity of those enzymes in PN21 rats. In 
conclusion, protein malnutrition in pregnancy and lactation periods is able to 
induce deleterious effects on brain structures, concerning mitochondrial 
parameters. The brain development in intrauterine period is susceptible to 
environmental changes such as maternal diet, and this metabolic 
programming may influence the risk of disease development in adulthood. 
 
Keywords: maternal protein malnutrition, respiratory chain, mitochondrial 
biogenesis, metabolic programming. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
ADP – Adenosina difosfato 
    ATP – Adenosina trifosfato 
CoQ – Ubiquinona 
    DCIP – Dicloroindofenol  
    DNA – Ácido desoxirribonucleico 
   EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético 
   ERO - Espécies reativas de oxigênio  
   FAD – Flavina adenina dinucleotídeo 
   FMN – Flavina mononucleotídeo 
    GSH - Glutationa reduzida 
     H2O2 – Peróxido de hidrogênio 
    NADH – Nicotinamida adenina dinucleotídeo 
  NRF-1 – Fator respiratório nuclear 1 
   O2 - - Superóxido 
     OH – Hidroxila 
     PGC-1α - Coativador de transcrição 1α do receptor ativado por
proliferação peroxissomal 
PPAR – Receptores ativados por proliferador de 
peroxissomos 
 SNC - Sistema nervoso central  
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REFERENCIAL TEÓRICO 
 
Aspectos gerais sobre desnutrição 
 
A desnutrição ainda continua sendo um problema de saúde da 
população brasileira. Embora o perfil nutricional e educacional da população 
seja outro quando comparado a décadas passadas, o Brasil, assim como 
outros países em desenvolvimento, preocupa-se com estratégias de saúde 
pública, a fim de melhorar a atenção à saúde e o cuidado nutricional, 
promovendo a prevenção da desnutrição e segurança alimentar (SAÚDE, 
2008; IYENGAR; NAIR, 2000). De acordo com estudos realizados em 
diferentes estados brasileiros, a desnutrição têm evidenciado uma 
tendência de diminuição, enquanto que a prevalência do excesso de peso 
está aumentando, mas sem que haja a substituição de um perfil pelo outro 
(BATISTA FILHO et al, 2009; CHAGAS et al, 2013)  Portanto, acredita-se 
que o país apresenta um grande desafio para as políticas públicas de saúde 
no momento, pois está convivendo com essa transição nutricional, 
caracterizada frequentemente pela má-alimentação (BERMUDEZ; 
TUCKER, 2003). As transformações de ordem econômica, social e 
demográfica podem nos deparar com a presença da desnutrição, 
deficiência de micronutrientes, excesso de peso e outras doenças crônicas 
não transmissíveis nas mesmas comunidades, até mesmo nas mesmas 
famílias (STANDING COMMITTEE ON NUTRITION, 2006).  
Mesmo após uma grande expansão nos serviços e programas de saúde, 
bem como melhora em ganhos econômicos, a principal causa da 
desnutrição infantil continua sendo o quadro de pobreza encontrado em 
algumas regiões brasileiras. Sendo associada a baixa escolaridade 
materna, condições precárias de moradia e saneamento, maior número de 
moradores na casa, assim como mães com idade inferior a 20 anos 
(OLINTO et al, 1993). A alimentação insuficiente ou inadequada e o difícil 
acesso à comida ainda é uma realidade brasileira (MONTE, 2000; UNICEF, 
2007).  
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O termo “desnutrição” pode se referir a diferentes situações. Segundo 
Morgane et al. (1993), a desnutrição pode ser energética - uma deficiência 
global de nutrientes - ou uma “má nutrição”, a qual implica em proporções 
desequilibradas de um ou mais nutrientes, com níveis abaixo ou acima do 
recomendado. Dessa forma, uma deficiência quantitativa (energia) ou 
qualitativa (um ou mais nutrientes), o consumo de alimentos de má 
qualidade nutricional em excesso, bem como algumas doenças metabólicas 
que alteram de alguma forma a nutrição normal, podem ser considerados 
como uma má nutrição. Neste trabalho, o termo desnutrição refere-se a 
uma deficiência quantitativa de proteína. 
A desnutrição aguda infantil pode resultar em baixo peso para idade ou 
para estatura, evidenciado logo no início da infância. Já a desnutrição 
crônica promove déficits de crescimento linear da criança, ou seja, baixa 
estatura para a idade (MOTTA; SILVA, 2001), que está associada a 
prejuízos muitas vezes irreversíveis durante a vida, tais como aumento na 
mortalidade, maior incidência de doenças infeciosas, prejuízo no 
desenvolvimento psicomotor, menor aproveitamento escolar, bem como 
menor capacidade produtiva na vida adulta (BLACK et al, 2008; ETUKUDO 
et al, 1999). 
 
 
Efeitos da desnutrição no sistema nervoso central 
 
O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e da capacidade 
cognitiva são modulados pelo potencial genético, e por inúmeros estímulos 
ambientais, tais como a nutrição, o exercício físico, o estresse, o consumo 
de álcool, o fumo, utilização de fármacos e hipóxia (KUMSTA et al, 2007; 
MORGANE et al, 1993). O encéfalo continua se desenvolvendo no período 
pós-natal, ou seja, após o nascimento, o animal ainda possui o SNC 
imaturo, passando por importantes mudanças tanto quantitativas como 
qualitativas. As mudanças quantitativas referem-se ao aumento no número 
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de células (hiperplasia) e as qualitativas à diferenciação e migração celular, 
formação e eliminação das sinapses, morte celular programada e formação 
de redes neuronais (ERECINSKA; CHERIAN; SILVER, 2004).   
O tempo de maturação do encéfalo varia de uma espécie animal para 
outra. O SNC passa por uma série de estágios com uma sequência precisa, 
que se difere de região para região cerebral, sendo assim, o tempo de 
maturação do SNC depende do animal estudado (MORGANE; MOKLER; 
GALLER, 2002). Em roedores, essa fase ocorre, principalmente, no período 
pós-natal, mas já se inicia na última semana de gestação (MORGANE; 
MOKLER; GALLER, 2002; SCRIMSHAW; GORDON, 1968). Já em seres 
humanos, a fase de maturação cerebral ocorre desde o último trimestre 
gestacional até os primeiros anos de vida. Em humanos, os dois primeiros 
anos de vida são considerados períodos críticos para a depleção 
nutricional, pois nesta idade, a criança apresenta um crescimento acelerado 
do corpo e o encéfalo obtém, aproximadamente, 80% do seu tamanho 
adulto. Dessa forma, é evidente a importância do fornecimento adequado 
de nutrientes, sendo que a privação proteica pré-natal pode resultar em 
prejuízos no cerebelo e córtex total, tais como níveis aumentados de 
peroxidação lipídica e alterações nas atividades das enzimas antioxidantes 
do cérebro (BONATTO et al, 2006). Esses prejuízos podem derivar em 
anormalidades comportamentais, piora do funcionamento cognitivo e 
distúrbios no aprendizado e memória. Estudos sugerem que o mecanismo 
que explica essas alterações é, possivelmente, a diminuição da plasticidade 
cerebral, o que contribui para o impacto dos desequilíbrios nutricionais no 
desenvolvimento cerebral, principalmente a plasticidade restaurada que 
ocorre como resultado da reabilitação nutricional (PAULSEN; MOSER, 
1998).  
Estruturas do SNC, como, por exemplo, o córtex cerebral, o hipocampo 
e o cerebelo, possuem alta susceptibilidade a danos, que, quando causados 
pela desnutrição proteica, geralmente são permanentes ou há muita 
dificuldade para se reverter completamente (BRONZINO; AUSTIN-
LAFRANCE; MORGANE, 1990; DEBASSIO; KEMPER, 1985). Os efeitos do 
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dano dependem da duração da desnutrição, das características dietéticas e 
do estágio de desenvolvimento cerebral em que a desnutrição ocorre 
(DEBASSIO; KEMPER, 1985).  
O cerebelo é uma estrutura muito utilizada em estudos sobre os efeitos 
da desnutrição devido a sua composição simples e sua morfologia bem 
conhecida. A origem e o desenvolvimento cerebelar nos roedores são 
caracterizados por uma rápida proliferação celular pós-natal e pela 
composição celular mais homogênea quando comparada a outras regiões 
do SNC, o que facilita a correlação das alterações com processos 
morfológicos da estrutura (ANDERSEN, 2003). Em cerebelo de ratos, o 
crescimento celular ocorre a partir da proliferação celular de uma camada 
externa que persiste no rato até o 21º dia pós-natal. Dessa forma, tanto a 
proliferação quanto o crescimento celular máximo, ocorrem desde o 
nascimento até o final do período de amamentação (ALTMAN; DAS; 
SUDARSHAN, 1970; ANDERSEN, 2003) 
A desnutrição proteica no período de gestação e lactação é capaz de 
induzir efeitos deletérios em estruturas cerebrais, com alterações químicas 
e/ou morfológicas que resultam em disfunção e diminuição do peso cerebral 
dos filhotes (FALCAO-TEBAS et al, 2012; KING et al, 2004).  Esses efeitos 
são particularmente graves no período de proliferação e crescimento 
neuronal (DOBBING; SANDS, 1971). Além disso, a desnutrição proteica 
pode ser considerada como um fator de estresse materno, podendo 
predispor uma maior suscetibilidade a distúrbios neurodegenerativos 
(BALE, 2015). O estresse pré-natal pode causar uma diminuição da 
proliferação neuronal no hipocampo do feto. Após o desmame, a prole 
possui menor mielinização, maior comprometimento estrutural dos 
neurônios e atrofia dendrítica apical, também em hipocampo. 
Posteriormente, na adolescência e na idade adulta, a desnutrição 
demonstrou ainda possuir consequências no encéfalo. Alterações na 
neurogênese, na densidade neuronal, na arquitetura dendrítica e 
conectividade sináptica permanecem com o passar dos anos (BOERSMA et 
al, 2014). 
14 
 
Programação fetal  
 
A programação fetal é um fenômeno que explica a existência de uma 
forte relação entre o meio intrauterino adverso e desenvolvimento de 
doenças na vida adulta. Um processo que, por ocorrer enquanto “in utero”, 
estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um aumento da 
susceptibilidade a doenças na vida adulta, por isso, conhecida como “a 
origem fetal da doença no adulto” (ARMITAGE; POSTON; TAYLOR, 2008). 
A programação fetal foi observada em modelos animais de insuficiência 
placentária induzida por meio da ligação da artéria uterina, ou por meio de 
modelos de manipulação dietética como, por exemplo, restrição proteica 
(ARMITAGE et al, 2004). Esses modelos animais sugerem que a 
programação metabólica pode aumentar as chances de sobrevivência do 
feto sob condições de nutrição precárias e intermitentes e resultar em um 
metabolismo pós-natal alterado e muitas vezes inapropriado (GOTTLIEB; 
DA CRUZ; BODANESE, 2008). 
Sabe-se que a desnutrição proteica materna resulta em déficit de 
crescimento fetal (PETRY; OZANNE; HALES, 2001), podendo resultar no 
desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis na vida adulta, 
como doenças cardiovasculares, hipertensão, diabetes tipo 2, hiperlipidemia 
e obesidade. Essas condições são consequência da “programação fetal”, na 
qual o insulto nutricional sofrido em um período crítico do desenvolvimento 
fetal afetaria permanentemente o metabolismo do indivíduo (HALES; 
BARKER, 1992; OZANNE et al, 2005; OROZCO-SOLIS et al, 2009). Nesse 
sentido, os tecidos e os órgãos possuem períodos críticos de maturação e 
desenvolvimento. Dessa forma, agressões sofridas nesses períodos podem 
repercutir em alterações na estruturação fisiológica e bioquímica do 
indivíduo, resultando em alterações fenotípicas. Essa plasticidade refere-se 
à capacidade de modificação do fenótipo do indivíduo, uma adaptação 
fisiológica, muitas vezes essencial para a saúde, o desenvolvimento e a 
sobrevivência do recém-nascido (KUMSTA et al, 2007; RAVELLI; STEIN; 
SUSSER, 1976). Dentre essas adaptações podemos verificar um aumento 
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do turnover proteico, uma redução do catabolismo de aminoácidos, da 
síntese de ureia e da excreção de nitrogênio urinário (TORÚN; CHEW, 
1994). 
Em contraponto, a placenta possui extrema importância para o 
adequado desenvolvimento do feto quando exposto a um insulto ambiental 
materno. Com a privação nutricional de curto ou longo prazo durante a 
gestação, a placenta tem a função de proteger o feto, mantendo seu 
crescimento normal através de um mecanismo de autofagia placentária 
(BALE, 2015). 
 
  
 
Função e biogênese mitocondrial 
 
Estudos que visam explicar a relação da desnutrição durante a gravidez 
e o desenvolvimento de doenças na vida adulta, tais como diabetes e 
obesidade, sugerem que, em condições adversas do meio ambiente 
intrauterino, podem ocorrer modificações epigenéticas e programação da 
função mitocondrial (REUSENS; THEYS; REMACLE, 2011).  
As mitocôndrias são organelas celulares responsáveis pela respiração 
celular, presentes nas células eucarióticas, que possuem como finalidade 
principal converter a energia contida nos nutrientes em uma forma 
bioquimicamente utilizável nas variadas reações celulares (ALBERTS, 
2008). Interessantemente, a morfologia, tamanho e quantidade das 
mitocôndrias variam de acordo com o tecido estudado, e podem ser 
alteradas por diferentes estímulos, dentre os quais o exercício físico 
(NISOLI et al, 2004). Essas organelas possuem uma membrana externa e 
outra interna, sendo essa altamente especializada e seletiva. As 
membranas estão separadas por um espaço intermembranas, enquanto o 
conteúdo fluido compreendido pela membrana interna contém o Ácido 
desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial e diversas enzimas pertencentes às 
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vias metabólicas oxidativas (LANOUE; SCHOOLWERTH, 1979). Essas 
enzimas são responsáveis, por exemplo, pela oxidação do piruvato, dos 
ácidos graxos (β-oxidação) e do seu produto, o acetil-CoA, via ciclo dos 
ácidos tricarboxílicos (NELSON; COX, 2014). As enzimas da cadeia 
transportadora de elétrons e fosforilação oxidativa estão incrustadas na 
membrana mitocondrial interna (NELSON; COX, 2014; SCARPULLA, 2008). 
A disfunção mitocondrial está implicada em diversas doenças humanas, 
incluindo diabetes, insuficiência cardíaca e neurodegeneração (GLEYZER; 
SCARPULLA, 2008). Portanto, o desenvolvimento de estratégias 
terapêuticas que visam a modulação das vias de sinalização que controlam 
a função mitocondrial e sua biogênese possui elevada importância. 
Com relação à biogênese mitocondrial, estudos demonstram que a 
restrição calórica, em mamíferos, parece modular a atividade de 
importantes reguladores de transcrição, afetando a atividade mitocondrial 
(GENARO; SARKIS; MARTINI, 2009). Nesse sentido, existe uma complexa 
rede de fatores de transcrição que regulam a expressão de genes 
responsáveis pelo controle da massa e função mitocondriais, sendo eles, 
principalmente, receptores ativados por proliferadores de peroxissomos  
(PPAR), fator nuclear respiratório 1 (NRF-1) e fator de transcrição 
mitocondrial A (TFAm) (GLEYZER; SCARPULLA, 2011). O coativador de 
transcrição 1α do receptor ativado por proliferação peroxissomal (PGC-1) 
serve como um coativador de transcrição direta do PPAR. A expressão do 
gene PGC-1 é induzida rapidamente pela exposição ao frio, ao exercício 
de curto prazo e ao jejum; condições fisiológicas conhecidas por aumentar a 
demanda de mitocôndrias para produzir calor e/ou Adenosina trifosfato 
(ATP) (TERADA et al, 2002). Além do seu papel na biogênese mitocondrial 
através da sua interação com o PPAR, o PGC-1 regula outras funções, 
como por exemplo, controle da termogênese, do metabolismo glicídico, da 
oxidação de ácidos graxos e de anabolizantes mitocondriais (REUSENS; 
THEYS, REMACLE, 2011). NRF-1 ativa a expressão de TFAm, um fator de 
transcrição chave que é translocado para a mitocôndria, onde promove a 
biogênese mitocondrial através da replicação e transcrição do mtDNA. NRF-
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1 também pode afetar a expressão de genes mitocondriais 
(RAMACHANDRAN; YU; GULICK, 2008). 
Só muito recentemente é que foi dada atenção ao envolvimento das 
mitocôndrias como possíveis alvos para a programação fetal, que definirão 
a suscetibilidade a doenças na vida adulta. Tem sido proposto que a chave 
que permite a adaptação de um feto sobreviver num ambiente limitado de 
energia pode ser uma programação da função mitocondrial (REUSENS; 
THEYS, REMACLE, 2011). Durante o período de gestação, uma alteração 
do metabolismo e da condição nutricional da mãe é capaz de afetar a 
atividade mitocondrial em vários órgãos da prole, sendo que as 
consequências dessas alterações podem ser observadas logo após o 
nascimento, mas podem se agravar com o passar dos anos (SIMMONS; 
SUPONITSKY-KROYTER; SELAK, 2005). 
Estudos com mesmo protocolo de desnutrição proteica gestacional, 
mostraram que o insulto nutricional ocasionou alterações nos parâmetros 
mitocondriais em ilhotas pancreáticas da prole, ocorrendo uma diminuição 
da codificação gênica mitocondrial de uma subunidade da ATP-sintase, com 
consequente redução da capacidade de produção de ATP através da 
fosforilação oxidativa, o que pode predispor à intolerância à glicose (THEYS 
et al, 2009). No fígado e no músculo esquelético, o conteúdo de DNA 
mitocondrial, assim como a expressão do gene codificado pelo DNA 
mitocondrial também foram reduzidos em ratos submetidos à desnutrição 
proteica fetal (PARK et al, 2003). 
 
 
Cadeia transportadora de elétrons 
 
Uma série de funções do organismo necessita de energia para sua 
realização. Síntese de neurotransmissores, vias de sinalização celular, 
expressão gênica, síntese de hormônios, entre outros, são exemplos de 
funções que, para seu bom funcionamento, precisam de energia celular 
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obtida com oxidação de substâncias através da respiração celular. Sabe-se 
que o principal combustível da célula para processos que requerem energia 
é o ATP, que, por meio de hidrólise fornece energia às reações bioquímicas 
e impulsiona reações com delta de energia livre desfavorável (NELSON; 
COX, 2014). 
Como já comentado anteriormente, a mitocôndria é a principal fonte de 
ATP em organismos aeróbios. Nela ocorrem os processos de oxidação de 
acetil-CoA no ciclo de Krebs, com consequente redução das coenzimas 
Flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e Nicotinamida adenina dinucleotídeo 
(NAD+) em FADH2 e NADH.H+, respectivamente. Outras fontes dessas 
coenzimas são a oxidação de ácidos graxos, que também ocorre na 
mitocôndria, a oxidação de aminoácidos e a via glicolítica citosólica. Essas 
coenzimas são reoxidadas na cadeia respiratória, responsável pela 
transferência de elétrons até o aceptor final, oxigênio, resultando em água. 
A energia de transferência dos elétrons é conservada como um gradiente 
de prótons, que são acumulados no espaço intermembranas. O gradiente 
eletroquímico é utilizado para a síntese de ATP na fosforilação oxidativa, 
catalisada pela ATP-sintase (NELSON; COX, 2014). 
A cadeia respiratória é formada por quatro complexos. De uma forma 
geral, os complexos I e II são responsáveis pela transferência dos elétrons 
para a ubiquinona a partir dos doadores NADH, no complexo I, e do 
succinato, no complexo II. Em sequência, o complexo III catalisa o 
transporte dos elétrons da ubiquinona até o citocromo c e, por fim, o 
complexo IV transfere os elétrons do citocromo c até o oxigênio (NELSON; 
COX, 2014). 
 No complexo I, a transferência de elétrons do NADH para a ubiquinona 
(CoQ) forma ubiquinol (QH2). A NADH-desidrogenase, componente do 
complexo I, é responsável pela reoxidação do NADH e tem como grupo 
prostético a flavina mononucleotídeo (FMN), que, assim como o FAD, é um 
derivado da riboflavina. Ao receber dois prótons e dois elétrons é reduzido a 
FMNH2. Através da NADH-desidrogenase ocorre o bombeamento de quatro 
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prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas (NELSON; 
COX, 2014; LIEBERMAN; MARKS; SMITH, 2008; BERG et al, 2007). 
O complexo II é formado pela succinato-desidrogenase (SDH), alguns 
centros de Fe-S e pelo citocromo b560. A SDH é uma enzima responsável 
pela oxidação do succinato a fumarato, com a geração de FADH2. Com a 
transferência dos elétrons e prótons do succinato para o FAD, ocorre a 
redução deste a FADH2, que permanece no complexo como grupo 
prostético, e dá sequência à cadeia transportadora de elétrons via redução 
da CoQ. A glicerol-fosfato-desidrogenase e a acil-CoA-desidrogenase, via 
proteína transferidora de elétrons, também são enzimas que catalisam a 
transferência de elétrons do FADH2 para CoQ, reduzindo a QH2 (NELSON; 
COX, 2014; LIEBERMAN; MARKS; SMITH, 2008; BERG et al., 2007) 
O complexo III é responsável pela transferência de elétrons do ubiquinol 
para o citocromo c, ocorrendo o bombeamento de mais quatro prótons para 
o espaço intermembranas. E, por fim, o complexo IV, recebe os 4 elétrons, 
um a um do citocromo c e os doa para o oxigênio molecular que, ao receber 
os 4 prótons provenientes da matriz, é convertido em 2 moléculas de água 
(NELSON; COX, 2014) 
O bombeamento de prótons pela cadeia respiratória mitocondrial forma 
um gradiente eletroquímico, o qual é utilizado pela ATP-sintase como uma 
força motriz, para a formação de ATP, a partir de adenosina difosfato (ADP) 
e fosfato inorgânico. O ATP é transportado para fora da mitocôndria com o 
concomitante transporte de ADP para dentro da mitocôndria, através de um 
sistema antiporte QH2 (NELSON; COX, 2014; BERG et al, 2007). 
A demanda de ATP varia de acordo com o estado fisiológico, e com o 
tecido. O cérebro é um tecido de alta demanda energética, mesmo estando 
em repouso, representando em torno de 20% do consumo de todo 
organismo. Dessa forma, deficiências no funcionamento normal da cadeia 
respiratória mitocondrial, com consequente diminuição da síntese de ATP, 
pode acarretar em sérios prejuízos ao tecido. Além disso, sabe-se que 
alterações na cadeia respiratória podem ocasionar morte celular e, 
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possivelmente, diminuir a longevidade (ANKARCRONA et al, 1995; 
CADENAS; DAVIES, 2000).  
 
Espécies Reativas 
 
As espécies reativas são produzidas naturalmente no metabolismo, e 
possuem muitas funções fisiológicas relevantes tais como a sinalização 
celular, a defesa do organismo pelo sistema imune, a vasodilatação e a 
neurotransmissão (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Quando produzidas 
em excesso, ou não eliminadas adequadamente pelas defesas 
antioxidantes, podem gerar uma condição conhecida como estresse 
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Estudos que relacionam os 
efeitos da desnutrição sobre o estresse oxidativo demonstram que o 
desequilíbrio entre a geração de radicais livres e a capacidade antioxidante 
pode ter um significativo efeito na patofisiologia da desnutrição proteica 
(GOLDEN, 2002). 
Os radicais livres de oxigênio são capazes de reagir com outras 
moléculas por possuírem um elétron desemparelhado em sua órbita 
externa, possibilitando a retirada de elétrons de outras moléculas, o que 
resulta na modificação estrutural dessa molécula (YU, 1994). A respiração 
mitocondrial utiliza cerca de 85 a 90% do oxigênio consumido, através da 
cadeia de transporte de elétrons, enquanto o restante é utilizado por 
oxidases e oxigenases, além de reações químicas de oxidação diretas 
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A respiração mitocondrial é a principal 
fonte de radicais livres de oxigênio, especialmente o superóxido (O2-), 
formado pela redução monoeletrônica do O2. Esse radical livre é convertido 
em peróxido de hidrogênio (H2O2), uma espécie reativa de oxigênio (ERO) 
não radicalar, pela enzima superóxido-dismutase. O peróxido de hidrogênio 
é eliminado por diferentes sistemas enzimáticos, dentre eles a catalase, 
glutationa-peroxidase, peroxirredoxinas e tiorredoxinas (HALLIWELL; 
GUTTERIDGE, 2007). A deficiência na atividade enzimática pode resultar 
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em acúmulo de H2O2, que, na presença de íons Fe2+ ou Cu+, pode gerar um 
dos mais danosos radicais livres, o hidroxil (OH), via reações de Fenton e 
Haber-Weiss, respectivamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além 
das enzimas antioxidantes citadas acima, as células contam ainda com os 
antioxidantes não-enzimáticos obtidos da dieta ou sintetizados 
endogenamente, tais como as vitaminas C e E, polifenois, ácido úrico, 
creatina, e glutationa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 
O cérebro é um tecido com alta demanda metabólica, e altamente 
suscetível ao ataque oxidativo. Alguns dos fatores que contribuem para 
essa característica são: alta concentração de ácidos graxos poli-insaturados 
nas membranas, alta concentração de ferro, deficiência em alguns tipos de 
antioxidantes, e alto consumo de oxigênio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 
2007). O córtex cerebral, o hipocampo e o cerebelo são altamente 
susceptíveis a alterações no estado oxidativo quando submetidos à 
desnutrição proteica, tanto pré como pós-natal. Estudos que avaliaram tais 
alterações demostraram um aumento nos níveis de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico e do índice de peroxidação lipídica no cerebelo e córtex 
cerebral, assim como uma diminuição na atividade da catalase em ratos 
que sofreram desnutrição proteica intrauterina (BONATTO et al, 2006; 
EVANS, 1993; FEOLI et al, 2006; GARCIA; RODRIGUEZ-MALAVER; 
PENALOZA, 2005). 
 
JUSTIFICATIVA 
 
Considerando a forte relação entre o meio intrauterino adverso e o 
possível envolvimento da programação metabólica mitocondrial no 
desenvolvimento de doenças na vida adulta e que, atualmente, 
encontramos estudos que avaliam os efeitos da desnutrição proteica na 
produção de espécies reativas, alterações nas atividades enzimáticas 
antioxidantes e marcadores de dano oxidativo em cérebros de ratos adultos 
e que poucos visam avaliar o efeito da dieta hipoproteica materna nos 
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filhotes, acreditamos que  estudos os quais verifiquem parâmetros 
mitocondriais como, a atividade enzimática da cadeia respiratória, 
biogênese e massa mitocondrial da prole submetida à desnutrição proteica 
in utero, complementariam a literatura, esclarecendo os efeitos do consumo 
de proteína inadequado durante a gestação. 
OBJETIVOS 
 
Objetivo geral 
O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da dieta hipoproteica 
sobre parâmetros mitocondriais no encéfalo de filhotes de rato submetidos à 
intervenção nutricional no período fetal e lactacional. 
Objetivos específicos  
- Avaliar a atividade enzimática da SDH, dos complexos II e IV da cadeia 
transportadora de elétrons, em amostras encefálicas de filhotes de mães 
submetidas à dieta restrita em proteínas no período gestacional e 
lactacional. 
- Verificar o efeito da desnutrição proteica pré-natal e lactacional sobre 
os níveis de superóxido mitocondrial, medida de massa mitocondrial e 
potencial de membrana em cerebelo e córtex cerebral de ratos, utilizando 
citometria de fluxo. 
 
HIPÓTESE 
 
Considerando que o desenvolvimento do SNC no período intrauterino e 
lactacional é suscetível a modificações ambientais, tais como a dieta 
materna, e que essa programação metabólica pode influenciar o risco de 
doenças na vida adulta, acredita-se que uma restrição proteica durante a 
gestação pode ocasionar alterações definitivas no feto, como, por exemplo, 
uma alteração na função e biogênese mitocondrial. 
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RESUMO 
A desnutrição é capaz de induzir prejuízos muitas vezes irreversíveis no 
desenvolvimento, sendo responsável por altos índices de mortalidade. A 
desnutrição proteica fetal resulta em déficit de crescimento intrauterino, 
podendo ocorrer modificações epigenéticas e na programação da função 
mitocondrial em vários órgãos da prole. Por ocorrer enquanto “in utero”, 
estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um aumento da 
susceptibilidade a doenças crônicas não transmissíveis na vida adulta. 
Nosso objetivo foi determinar o efeito da dieta hipoproteica em filhotes de 
rato submetidos à intervenção nutricional nos períodos fetal e lactacional, 
sobre parâmetros mitocondriais no encéfalo. Ratas Wistar prenhas foram 
divididas em grupo controle, com livre acesso à ração normal (23% de 
proteína); e o grupo restrição proteica, com livre acesso à dieta hipoproteica 
(8% de proteína), isocalóricas. Permaneceram nessas dietas durante toda a 
gestação e lactação. Após o nascimento (PN0), um grupo de filhotes foi 
eutanasiado, enquanto outro grupo seguiu sob restrição dietética materna 
até o desmame (PN21). O cerebelo e córtex cerebral total foram utilizadas 
nas seguintes análises bioquímicas: atividade enzimática da succinato-
desidrogenase (SDH), dos complexos II (succinato-2,6-dicloroindofenol 
(DCIP)-oxidorredutase) e IV da cadeia respiratória, níveis de superóxido 
mitocondrial e medida de massa mitocondrial e potencial de membrana, por 
meio de citometria de fluxo. O projeto foi aprovado pela CEUA/UFRGS sob 
o Nº 25855. A desnutrição proteica ocasionou menor ganho de peso das 
ratas durante a gestação. Embora a dieta hipoproteica não tenha 
influenciado no número de filhotes por ninhada, os filhotes submetidos a 
uma desnutrição in utero, tiveram menor peso ao nascer. A dieta materna 
também resultou em alterações nas atividades das enzimas da cadeia 
respiratória no cérebro da prole. No cerebelo, obtivemos uma diminuição da 
atividade da SDH e do complexo IV, tanto em filhotes de 0 dias, como após 
lactação, assim como uma diminuição dos níveis de superóxido 
mitocondrial, avaliado por citometria de fluxo. Já no córtex total, tivemos 
alteração apenas em ratos de 21 dias, ocorrendo um aumento da atividade 
das enzimas da cadeia respiratória. Em conclusão, a desnutrição proteica 
nos períodos de gestação e lactação é capaz de induzir efeitos deletérios 
em estruturas cerebrais, podendo ser permanentes. Dessa forma, o 
desenvolvimento do encéfalo no período intrauterino é suscetível às 
modificações ambientais, tais como a dieta materna, induzindo uma 
programação metabólica que pode influenciar o risco de desenvolvimento 
de doenças na vida adulta. 
 
 
 
Palavras-chave: desnutrição proteica materna, cadeia respiratória, 
biogênese mitocondrial, programação metabólica.  
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INTRODUÇÃO 
 
Mesmo com as mudanças e transformações de ordem econômica, social 
e demográfica, a desnutrição infantil continua sendo um problema de saúde 
em algumas localidades brasileiras. Estratégias de saúde pública e 
programas que garantam a segurança alimentar ainda constituem uma 
preocupação para a política nacional [1, 2], pois a alimentação insuficiente 
ou inadequada e o difícil acesso à comida continuam sendo uma realidade 
brasileira [3, 4]. A desnutrição pode ser definida como uma deficiência 
global de nutrientes ou uma má nutrição, a qual implica em proporções 
desequilibradas de um ou mais nutrientes, com níveis abaixo ou acima do 
recomendado [5]. Ocorrendo essa deficiência ou desequilíbrio nutricional na 
infância, as consequências podem resultar em baixo peso para idade ou 
para estatura, assim como um déficit de crescimento linear da criança, ou 
seja, baixa estatura para idade [6]. Essas alterações estão associadas a 
maior mortalidade, maior incidência de doenças infecciosas, prejuízo no 
desenvolvimento psicomotor, menor aproveitamento escolar e menor 
capacidade produtiva na idade adulta, prejuízos muitas vezes irreversíveis 
durante a vida [7, 8]. 
Existe uma forte relação entre o meio intrauterino adverso e o 
desenvolvimento de doenças na vida adulta [9]. Essa relação é explicada 
por um fenômeno conhecido por “programação fetal” que, por ocorrer 
enquanto “in utero”, estabelece uma resposta permanente no feto, 
conduzindo a um aumento da susceptibilidade a doenças na vida adulta 
[10]. A desnutrição proteica fetal resulta em déficit de crescimento 
intrauterino [11] e no aumento do risco de desenvolvimento de doenças 
crônicas, como doenças cardiovasculares, hipertensão, diabetes tipo 2, 
hiperlipidemia e obesidade. Dessa forma, a “programação fetal” é uma 
resposta ao insulto nutricional sofrido em um período crítico do 
desenvolvimento, afetando permanentemente o metabolismo do indivíduo 
[12-14]. Os estudos que visam explicar a origem fetal da doença no adulto 
sugerem que, em condições adversas do meio ambiente intrauterino, 
podem ocorrer modificações epigenéticas e uma programação da função 
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mitocondrial [15]. Só muito recentemente é que foi dada atenção ao 
envolvimento das mitocôndrias como possíveis alvos para a programação 
fetal. A mitocôndria exerce uma série de funções no metabolismo humano, 
desde a síntese de ATP até o controle da morte celular por apoptose, e 
danos em sua integridade e funcionalidade podem interferir na viabilidade 
celular [16]. O comprometimento da função mitocondrial tem grandes 
implicações para doenças como diabetes, insuficiência cardíaca e 
neurodegeneração [16, 17]. Com relação à biogênese mitocondrial, estudos 
demonstram que a restrição calórica, em mamíferos, parece modular a 
atividade de importantes reguladores de transcrição, afetando a atividade 
mitocondrial [18]. Durante o período de gestação, uma alteração do 
metabolismo e da condição nutricional da mãe é capaz de afetar a atividade 
mitocondrial em vários órgãos da prole, sendo que as consequências 
dessas alterações podem ser observadas logo após nascimento, mas 
podem se agravar com o passar dos anos [19]. Em adição, a desnutrição 
proteica também altera o status antioxidante celular, já que se tem 
observado alterações nas concentrações das defesas antioxidantes não-
enzimáticas, principalmente da glutationa (GSH) [20]. Estudos que 
relacionam os efeitos da desnutrição sobre o estresse oxidativo 
demonstram que o desequilíbrio entre a geração de radicais livres e a 
capacidade antioxidante pode ter um significativo efeito na fisiopatologia da 
desnutrição proteica [21, 22]. O cérebro é especialmente sensível ao 
estresse oxidativo, pois apresenta alta taxa de atividade metabólica, alta 
concentração de ácidos graxos poli-insaturados, regiões ricas em ferro e 
moderados níveis de antioxidantes [23]. 
Dessa forma, com o pressuposto de que a chave que permite a 
adaptação de um feto sobreviver num ambiente limitado de energia pode 
ser uma programação da função mitocondrial e que a desnutrição proteica 
pré-natal pode ser capaz de promover alterações na atividade mitocondrial 
em vários órgãos da prole, acreditamos que mais estudos são necessários 
para elucidar se o metabolismo mitocondrial está envolvido no mecanismo 
pelo qual a desnutrição proteica exerce seus efeitos deletérios. Regiões 
como o córtex cerebral e o cerebelo são altamente susceptíveis a 
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alterações no estado oxidativo quando submetidos à desnutrição proteica, 
tanto pré como pós-natal [21, 22], podendo ocasionar deficiências no 
funcionamento normal da cadeia respiratória mitocondrial, com consequente 
diminuição da síntese de ATP [24]. Considerando o exposto, nosso trabalho 
tem como objetivo verificar o efeito da desnutrição proteica pré-natal e 
lactacional sobre parâmetros mitocondriais no córtex total e cerebelo da 
prole.  
 
MÉTODOS 
Animais e Reagentes 
Foram utilizados ratos Wistar (34 fêmeas e 17 machos adultos de 90 
dias para o acasalamento, 68 filhotes machos) provenientes do biotério do 
Departamento de Bioquímica, ICBS, UFRGS. Os animais foram mantidos à 
temperatura constante de 22C + 1°C com acesso a alimento, de acordo 
com o grupo o qual pertence e à água ad libitum. Os animais ficaram 
durante todo o período de estudo em sala destinada para tratamento e 
manipulação de animais, no biotério do Departamento de Bioquímica. A 
prole foi mantida com a mãe em caixa individual (41 x 34 x 16 cm) forrada 
com maravalha até o desmame aos 21 dias de vida pós-natal. 
A utilização de animais seguiu as normativas nacionais que regem o uso 
de animais em pesquisa, a Lei 11.794/2008 e as Resoluções Normativas do 
CONCEA, incluindo o princípio dos 3R’s (reduction, replacement, and 
refinement). Todos os esforços foram realizados a fim de reduzir o número 
de animais utilizados nesse estudo, bem como reduzir a dor e o estresse 
durante os experimentos. O protocolo experimental foi aprovado na CEUA, 
de acordo com carta em anexo sob o Nº 25855.  
Os reagentes utilizados para as técnicas descritas a seguir foram 
adquiridos da empresa SIGMA Chemical Co. (St.Louis, Missouri, USA) e 
Invitrogen (Carlsbad, USA).  
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Modelo Experimental  
 
Ratas Wistar adultas foram colocadas em caixas com machos na 
proporção de 1 macho para 2 fêmeas durante a fase noturna e, assim, o dia 
seguinte foi considerado o primeiro dia de gestação. As ratas grávidas 
foram alojadas em grupos de três ratas por caixa, e próximo ao dia de 
nascimento dos filhotes as ratas foram alojadas em caixa individuais para o 
parto.  
Os animais foram divididos em grupo controle (C), com livre acesso à 
ração normal com 23% de proteína e o grupo restrição proteica (RPM), com 
livre acesso à dieta com 8% de proteína, ambas isocalóricas (Tabela 1).     
Tabela 1. Composição das dietas  
   CONTROLE HIPOPROTEICA 
Ingredientes (g)     
Proteína 230,00 80,00 
Amido de milho 676,00 826,60 
Óleo de soja 50,00 50,00 
Mistura de  vitaminas** 4,00 4,00 
Mistura de minerais** 40,00 40,00 
Análise   
Energia Total (kcal) 4070,4 4070,4 
Proteína % 23,0% 8,0% 
Carboidrato % 66,0% 81,0% 
Lipídios % 11,0% 11,0% 
 
** As misturas de sais e vitaminas foram formuladas de acordo com as recomendações do American 
Institute of Nutrition Rodents Diets, AIN-93G, nas mesmas quantidades da dieta controle [25]. 
As ratas Wistar foram mantidas nessas dietas durante toda a gestação 
(21 dias) e durante o período de lactação (21 dias). Diariamente e durante 
todo o período experimental as ratas foram avaliadas quanto ao peso 
corporal, para avaliação de perda ou ganho de peso. Completamos 
diariamente 100g de ração e pesamos no dia seguinte no mesmo horário a 
quantidade de ração residual, possibilitando avaliação do consumo 
alimentar das ratas Wistar. 
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Após o nascimento (PN0), um grupo de filhotes foi eutanasiado, 
enquanto  outro grupo de animais seguiu sob restrição dietética materna até 
o desmame (PN21), e, então, foram eutanasiados por decapitação sem 
anestesia. 
As estruturas cerebelo e córtex cerebral total foram dissecadas, sendo 
utilizadas imediatamente (parâmetros avaliados por citometria) ou 
armazenadas a -80ºC e descongeladas quando oportuno (avaliação da 
atividade da cadeia respiratória). 
 
Ensaios Bioquímicos 
Atividade das enzimas da cadeia respiratória 
As amostras foram homogeneizadas (1:20, v/v) em tampão SET 
(sacarose 250 mM, EDTA 2 mM e trisma base 10 mM) pH 7,4 e 
centrifugados a 800 x g por 10 min a 4C e o sobrenadante utilizado para a 
determinação das atividades enzimáticas.  
A atividade da SDH e do complexo II (succinato-2,6-dicloroindofenol 
(DCIP)-oxidorredutase) foi medida espectrofotometricamente a 600 nm [26]. 
A atividade da citocromo c oxidase (complexo IV) foi medida de acordo 
com Rustin et al. [27] por um decréscimo na absorbância devido à oxidação 
do citocromo c a 550 nm.  
 
 
Parâmetros de biogênese mitocondrial, medida de massa mitocondrial 
e potencial de membrana mitocondrial 
O tecido foi dissociado em tampão PBS pH 7,4 contendo 1 mg% de 
colagenase e 0,5 mg% de DNase. Os níveis de superóxido mitocondrial, o 
potencial de membrana e o número de mitocôndrias foram determinados 
por meio de citometria de fluxo utilizando-se as sondas moleculares da 
marca Invitrogen®, MitoSOX® Red, MitoTracker® Red CM-H2XRos e 
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MitoTracker® Green FM, respectivamente [28]. Os protocolos utilizados 
seguiram as diretrizes dos fabricantes, com algumas modificações 
desenvolvidas em nosso laboratório para adaptação das técnicas. Foi 
realizada a análise de 10.000 eventos no citômetro, e a quantificação foi 
realizada por meio do software FlowJo®. 
 
Concentração de proteínas 
A determinação da concentração proteica foi realizada utilizando-se 
albumina bovina sérica como padrão, de acordo com Lowry et al. [29]. 
 
Análise Estatística 
Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias, seguido 
do teste de Tukey, quando o F teste foi significativo. Os dados foram 
avaliados pelo programa Graph Pad 6.0. As diferenças foram consideradas 
estatisticamente significativas quando p<0,05. 
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RESULTADOS 
A dieta hipoproteica materna reduz o ganho de peso durante a 
gestação 
A figura 1 mostra a média de ganho de peso das ratas durante a 
gestação (21 dias). O grupo C apresentou ganho contínuo de peso, 
enquanto que o grupo RPM teve seu peso diminuído nas primeiras 
semanas de gestação e uma pequena recuperação até o parto, entretanto 
não evidenciamos diferenças estatísticas (p>0,05 em todos os tempos 
avaliados).  
Em relação às ninhadas, embora não tenhamos verificado diferença no 
número de filhotes por ninhada nos diferentes grupos (média das 
normotratadas de 9 filhotes/ninhada e das hipotratadas de 8 
filhotes/ninhada), tivemos diferença na média dos pesos. Os filhotes que 
sofreram a desnutrição proteica no período fetal tiveram menor peso ao 
nascer comparado aos controles (t(9)=2,488; p<0,05).     
A restrição proteica pré-natal e lactacional altera a atividade das 
enzimas da cadeia respiratória em cerebelo e córtex cerebral da prole 
No cerebelo verificamos uma diminuição da atividade enzimática da 
SDH (Figura 2A) em relação ao controle no grupo restrição proteica, em 
amostras de ratos de 0 [t(7)=2,952, p=0,0121] e 21 dias [t(6)=4,800, 
p=0,0007], enquanto não houve diferença significativa na atividade do  
complexo II (p>0,05; Figura 2B). A citocromo oxidase é considerada uma 
marcadora da atividade de toda a cadeia respiratória, e encontrou-se 
diminuída no cerebelo de ratos de 0 [t(6)=3,019, p=0,0129] e 21 dias 
[t(6)=7,056, p<0,0001] submetidos à restrição proteica prenatal, mostrado 
pela Figura 2C.  
No entanto, no córtex total a dieta hipoproteica materna causou um 
aumento na  atividade enzimática da SDH (Figura 3A) [t(7)=2,184, p=0,049]  
e do complexo IV (Figura 3C) [t(6)=4,346, p=0,0015]  em amostras de ratos 
de 21 dias de vida, embora não tenha tido diferença significativa entre os 
grupos nos animais neonatos (p>0,05). 
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Em relação aos parâmetros de massa mitocondrial e potencial de 
membrana mitocondrial medidos em cerebelo e córtex cerebral, avaliados 
por citometria de fluxo utilizando as sondas MitoTracker® Green e 
MitoTracker® CMX-H-Red respectivamente, não foi encontrada diferença 
estatística entre os filhotes dos grupos com dieta materna normo ou 
hipoproteica nas duas idades avaliadas (Figuras 4AB e 5AB; p>0,05).  
A restrição proteica materna reduz a síntese de superóxido 
mitocondrial cerebelar na prole 
A dieta hipoproteica induziu uma diminuição nos níveis de superóxido 
mitocondrial no cerebelo dos filhotes em ambos os períodos analisados 
(Figura 4C), demonstrada pelo aumento do número de eventos com alta 
fluorescência marcado com MitoSox® Red e avaliado por citometria de 
fluxo.  Essa redução foi estatisticamente significativa quando comparada 
com o grupo controle em ratos logo após o nascimento [t(7)=2,747, p= 
0,0177] e após o desmame [t(9-10)=2,504, p=0,0228].  
A dieta hipoproteica não modificou os níveis de superóxido mitocondrial 
no córtex total em ambos os períodos em comparação ao grupo de dieta 
materna normoproteica (PN0 e 21; p>0,05). 
 
DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
O presente estudo teve como objetivo descrever efeitos da desnutrição 
proteica, imposta nos períodos gestacional e lactacional, sobre parâmetros 
mitocondriais em córtex total e cerebelo, a curto e médio prazo. Os 
resultados neste trabalho permitem concluir que a desnutrição proteica 
materna durante a gestação e lactação pode ocasionar adaptações e 
alterações metabólicas nos filhotes. Verificamos a redução da atividade da 
cadeia respiratória em cerebelo, acompanhada pela diminuição nos níveis 
de superóxido mitocondrial. O córtex cerebral apresentou um aumento na 
atividade da cadeia respiratória apenas em ratos de 21 dias de idade.  
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A dieta hipoproteica gestacional causou uma redução no ganho de 
massa corporal nas mães, e principalmente em seus filhotes. O baixo peso 
corporal em ratos submetidos à desnutrição proteica é um fenômeno 
conhecido e largamente relatado na literatura [11, 30, 31]. O insulto 
nutricional durante a gestação, neste caso uma dieta com 8% de proteína, 
demonstrou que a mãe encontrou meios de fornecimento adequado de 
proteínas ao feto, por meio do estímulo ao catabolismo endógeno, podendo 
interferir no seu próprio ganho de peso na tentativa de compensar a falta de 
proteínas provenientes da dieta [32].  
O estado nutricional materno é decisivo no desenvolvimento fetal, 
alterando a expressão genômica, por meio de modificações epigenéticas, 
podendo ter consequências permanentes na vida adulta do filhote [9, 33]. 
Essas alterações provenientes de uma programação metabólica com fins 
adaptativos repercutem no risco de desenvolvimento de diversas 
enfermidades na vida adulta, tais como diabetes, doenças 
neuropsiquiátricas e cardiovasculares [9, 18, 33, 34]. Em nosso estudo, a 
dieta com baixo teor de proteína durante a gestação implicou em uma 
programação metabólica do feto, ocasionando alterações na atividade 
enzimática da cadeia respiratória no cerebelo. Os resultados foram 
encontrados tanto em filhotes de 0 dias de vida como em 21 dias. Ou seja, 
os efeitos encontrados logo após o nascimento, permaneceram após a 
lactação, isso nos pressupõe que a dieta hipoproteica afeta a prole já no 
período in utero, o qual estabelece uma resposta permanente no feto, assim 
como afirmam Armitage et al. [10], tornando-se mais evidentes após 
amamentação. Outros estudos, os quais avaliaram a atividade da 
citocromo-oxidase, SDH e NADH-desidrogenase em ratos submetidos a 
desnutrição proteica 30 dias após o período de lactação, também 
demostraram uma diminuição significativa das atividades enzimáticas da 
cadeia respiratória quando comparado ao grupo com dieta normoproteica 
[35].  A inibição da atividade da cadeia respiratória pode reduzir o potencial 
de membrana, e consequentemente a síntese de ATP pela fosforilação 
oxidativa [36]. Os resultados obtidos nesse trabalho, utilizando a sonda 
marcadora do potencial de membrana, não demonstraram diferença de 
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potencial mitocondrial, entretanto a síntese de superóxido mitocondrial 
encontra-se reduzida, corroborando com os dados da literatura [24].  
A principal fonte celular de superóxido é a cadeia transportadora de 
elétrons mitocondrial, onde até 5% do O2 é incompletamente reduzido pelos 
complexos I e III, gerando o radical superóxido (O2-) [23, 37]. Esse radical 
livre pode reagir com outras espécies reativas como o óxido nítrico (NO) 
produzindo peroxinitrito, ou ser reduzido a peróxido de hidrogênio pela 
enzima superóxido-dismutase, a qual está presente na mitocôndria na 
isoforma ligada ao íon manganês. O peróxido de hidrogênio é uma espécie 
reativa que possui a capacidade de atravessar membranas biológicas, e 
apesar de ser pouco reativo, pode gerar o altamente reativo radical hidroxil 
(OH) via reações de Fenton (Fe2+) ou Haber-Weiss (Cu+), que possui a 
capacidade de oxidar proteínas, DNA e lipídeos [23]. Um elaborado sistema 
enzimático atua sobre o peróxido de hidrogênio, a fim de evitar a síntese de 
hidroxil, cujas principais representantes são as enzimas catalase, 
glutationa-peroxidase, tiorredoxinas e peroxirredoxinas [23, 37]. Além do 
papel danoso exercido pelas espécies reativas, participando muitas vezes 
da indução de morte celular, elas também possuem um papel fisiológico 
protetor, mediando a sinalização celular de diversos estímulos, 
promovendo, por exemplo, o aumento da capacidade antioxidante celular 
[23, 24] e a comunicação da mitocôndria com o restante da célula [38, 39]. 
Dessa forma, a redução na síntese de superóxido mitocondrial ou o 
aumento da sua eliminação, podem resultar em disfunção celular [24, 38, 
39]. A diminuição pode estar associada à modulação da atividade das 
enzimas antioxidantes mitocondriais, tais como a superóxido-dismutase, 
glutarredoxinas e peroxirredoxinas [23]. 
Em contrapartida, observamos um aumento da atividade enzimática da 
cadeia respiratória em córtex cerebral e apenas nos animais submetidos à 
restrição proteica no período pré-natal e lactacional. O aumento na 
atividade da cadeia respiratória não foi acompanhado por alterações nos 
níveis de superóxido mitocondrial. Ao nascer, os filhotes não apresentaram 
diferença significativa, o que nos faz acreditar que o efeito da dieta 
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hipoproteica in utero não foi suficiente para induzir qualquer alteração, 
somente revelada após a lactação, na forma de uma possível biogênese 
mitocondrial, que pode representar uma adaptação fisiológica do feto 
essencial para sua sobrevivência diante ao insulto ambiental. Este 
fenômeno está descrito na literatura como “plasticidade fenotípica”, 
conceituado como a capacidade de o indivíduo modificar o fenótipo de 
acordo com alterações ambientais [40]. Nesse contexto, a desnutrição 
perinatal é um dos fatores ambientais mais bem caracterizados como 
indutor de plasticidade fenotípica [40, 41].  
 Acreditamos que a diferença de resposta nas diferentes estruturas 
cerebrais pode estar relacionada à função intrínseca de cada região, 
refletindo em alterações funcionais. Nesse sentido, o cerebelo contribui para 
o controle da postura e do equilíbrio, coordenação dos movimentos 
voluntários e aprendizado motor [42, 43], enquanto o córtex cerebral 
centraliza funções diversas como memória, atenção, percepção, linguagem 
e controle motor [44]. Por fim, considerando que o desenvolvimento do SNC 
no período intrauterino é suscetível às modificações ambientais, tais como a 
dieta materna, e que essa programação metabólica pode influenciar o risco 
de doenças na vida adulta, acreditamos que nossos resultados possam 
contribuir para elucidar os mecanismos pelos quais a restrição proteica 
interfere no metabolismo mitocondrial.  
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Legendas 
Figura 1. Gráfico comparativo do ganho de massa corporal durante a 
gestação dos grupos normoproteico e hipoproteico. Os resultados foram 
expressos como média + erro padrão para um n=6-7 (Teste T múltiplo). C: 
controle; RPM: restrição proteica materna 
Figura 2. Efeito da dieta hipoproteica materna na atividade enzimática 
da SDH (A), do complexo II (B) e do complexo IV (C) em cerebelo de ratos 
de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos como média + erro padrão 
para um n=6-7. Diferença do controle, *p<0,05; ***p<0,001 (ANOVA de 
duas vias, seguido do teste de Tukey). C: controle; RPM: restrição proteica 
materna 
Figura 3. Efeito da dieta hipoproteica materna na atividade enzimática 
da SDH (A), do complexo II (B) e do complexo IV (C) em córtex total de 
ratos de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos como média + erro 
padrão para um n=6-7. Diferença do controle, *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA 
de duas vias, seguido do teste de Tukey). C: controle; RPM: restrição 
proteica materna 
Figura 4. Efeito da dieta hipoproteica materna sobre a massa 
mitocondrial (A), o potencial de membrana mitocondrial (B) e os níveis de 
superóxido mitocondrial (C) em cerebelo de ratos de 0 e 21 dias. Os 
resultados foram expressos como média + erro padrão para um n=7-10. 
Diferença do controle, *p<0,05 (ANOVA de duas vias, seguido do teste de 
Tukey). C: controle; RPM: restrição proteica materna 
Figura 5. Efeito da dieta hipoproteica materna sobre a massa 
mitocondrial (A), o potencial de membrana (B) e os níveis de superóxido (C) 
em córtex total de ratos de 0 e 21 dias. Os resultados foram expressos 
como média + erro padrão para um n=7-10 (ANOVA de duas vias). C: 
controle; RPM: restrição proteica materna 
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FIGURA 4 
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FIGURA 5 
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PERSPECTIVAS 
 
Avaliar os mecanismos de controle da biogênese mitocondrial, tais como PGC-
1α, TFAm e NRF-1. 
Avaliar, também, as atividades das demais enzimas do complexo da cadeia 
transportadora de elétrons.  
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